(9]

.
P
S

POLITECNICA € /it %
SANTA ROSA N3 o P SE e

EST. QA ARLETT GISELA GOMEZ CARRASCO

Se extiende la presente
CONSTANCIA
Por su colaboracion con la Exposicién del Tema
Proceso de extraccidén y determinacion de compuestos antioxidantes en una muestra de Sargassum spp

Presentado en el

2° Seminario Estudiantil PAPIME 210820

Sargazo: Contribucién de la Quimica Analitica desde la Docencia e Investigacion Formativa
(en linea, 15 Participantes Grupo de Investigacion PAPIME)

Viernes 9 de octubre del 2020, Cd. Universitaria, Coyoacan, CDMX.

.) 4 < 7 I\\:"'
g’ v_ T
4 o\ )

s

Dra. Ma. Teresa de JesUs Rodriguez Salazar Dra. Olivia Zamora Martinez
Responsable Proyecto PAPIME PE210820 Co-Responsable Proyecto PAPIME PE210820
Depto. de Q. Analitica, Facultad de Quimica, UNAM Depto. de Q. Analitica, F.Q./LANGEM, Inst. de Geol., UNAM
W /f’ %
Dra. Flora Emperatriz Mercader Trejo Dr. Raul Herrera Basurto

Universidad Politécnica de Santa Rosa Jauregui Universidad Tecnol6gica de Querétaro



wﬂm‘“ LT 7 5
o

P R O c E S ,0 D E Universidad Nacional Auténoma de
México
RAc c I 0 N Y Facultad de Quimica

Departamento de Quimica Analitica

MINACION DE

A\NIIDXIDANTES EN

s U_

UNA MUESTRA DE
SARGASSUM SPP:

Proyecto PAPIME PE210820
EST. Q.A. Gomez Carrasco Arlett Gisela
Dra. Minerva Monroy Barreto



INTRODUCCION

= Reservorio de compuestos
biologicamente activos

* Consumidas como parte de
la dieta porque poseen v
compuestos como: acidos
grasos omega-6,
antioxidantes, carotenoides

y compuestos fenolicos.
(Pinto, D. C., 2020)




INTRODUCCION

= Antioxidantes son inhibidores del
proceso de oxidacion de lipidos

=  (Causa de enfermedades

: , T T D) om om o
cardiovasculares, cancer, [ e
disfuncion cerebral y procesos de s @ T - i -
envejecimiento 5—€

: ATOMOS RADICALES ANTIOXIDANTES
= Desarrollo de rancidez y sabores LIBRES

extranos en los alimentos



INTRODUCCION

= Antioxidantes sintéticos como el
hidroxibutilanisol (BHA), el
butilhidroxitolueno (BHT) y la terc-
butilhidroquinona (TBHQ)

= Disponibles comercialmente

* Su seguridad y toxicidad son

problemas de gran inquietud o, N. e
al., 1986; Wattenberg, L. W., 1999)




INTRODUCCION

* Compuestos fenolicos vegetales
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poseen actividad antioxidante |
» Algas son una fuente rica de *
antioxidantes |

* Fucoxantina en Hijikia
Jusiformis (Yan, x. 1. erat,, 1999)

* Florotaninos en Sargassum
kjellamanianum (van,X. 1. et al, 2002)

* Desarrollo de antioxidantes
de origen natural

C Y~

.' . lt ™ el

A —— —

- [ \ &

F

.

I
“-a
» |

TR,

'\

) ——

.
M -

Avtn
R

%
e



INTRODUCCION

* Fucoxantina en Hijikia fusiformis (van, .1 et ai, 1999)

» Florotaninos en Sargassum kjellamanianum (yan, x.J. erat, 2002)
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INTRODUCCION

Otros compuestos antioxidantes
Compuestos fenolicos
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DESARROLLO

Proceso de extraccion

cloroformo, acetona, agua

conectado al vacio

Especie de alga Tratamiento fisico Disolvente Equipo Tiempo Referencia
Sargassum siliquastrum |Lavado,  liofilizacion  y|Metanol Soxhlet 6 horas [6]
molienda
Sargassum serratum  |Lavado, secado y molienda |(Etanol, acetona,|Centrifugador 0.5-2.5 horas|[7]
cloroformo, acetato de 8-48 horas
etilo y n-hexano (Variable)
Sargassum sp. Secado al sol, lavado,|Etanol y agua (50:50) Agitador orbital |24 horas [8]
secado en horno (50°C, 24
hrs), liofilizacion, molienda
y tamizado
Sargassum siliquastrum |Secado y pulverizado Hexano, cloroformo,|Mezclador, papel|24 horas [9]
etanol y agua destilada filtro, rotavapor
Sargassum Secado al aire y molienda  [Acetato de etilo, metanol,|{Incubadora, papel|24 horas [10]
serratifolium etanol, hexano, |filtro, rotavapor




DESARROLLO

Proceso de extraccion

Hexano, acetato de etilo,
hexano-acetato de etilo

HPLC Whatman Magnum 10 Partisil 9

column (1 50 cm), procesos electro-

analiticos Potentiostat/Galvanostat 30

(PGSTAT 30)

Especie de alga Tratamiento fisico Disolvente Equipo Tiempo | Referencia
Lavado, secado (50°C),|Agua caliente 3 horas
molienda y
almacenamiento (-20 °C) — :
Acido clorhidrico (1.0 M) 6 horas
Sargassum fusiforme Centrifugador [11]
CaCl, 2% 3 horas
Sargassum Lavado, secado (50°C).|Etanol al 95% Maiaquina de compresion: MIBO R2, Yuan|4 horas [12]
glaucescens Proceso de compresion: Chuang Food Machinery Co., Ltd.,
temperaturas de 140,180 Taiwan
y 220°C por 10 s, Centrifugador, bafio maria
molienda y
almacenamiento (4°C)
Sargassum elegans  |Almacenada en{Metanol, diclorometano-|Cromatografia de columna Merck 2 horas|[13]
congelacion metanol (2:1). Kieselgel 60 (0.040-0.063 mm), sistema  |aprox.




DESARROLLO

Diferentes disolventes
utilizados en el
proceso de extraccion




DESARROLLO

Disolvente utilizado en la
extraccion

Compuesto

Pruebas realizadas

Referencia

Metanol

Compuestos fenolicos totales

Determinacion de compuestos fenolicos totales

Peroxidacién de lipidos

Actividad de eliminacion de aniones superoxido

Espectro infrarrojo (500-4000 cm'!)

Espectrofotometria en UV-Vis

[6]

Etanol 70%

Compuestos fenolicos totales

Determinacion de compuestos fenodlicos totales

Determinacidon de actividad antioxidante

[15]

Etanol, acetona, cloroformo,
acetato de etilo y n-hexano

Florotaninos totales

Determinacidon de florotaninos totales

Determinacion de capacidad antioxidante

Prueba de poder reductor

[7]

Etanol: agua (50:50)

Compuestos fenolicos totales

Determinacion de compuestos fenodlicos totales

Actividad de eliminacion de radicales libres
DPPH

[8]

Hexano, cloroformo, etanol y
agua destilada

Mojabancromanol, una especie

de cromeno

Analisis de sustancias reactivas al acido
tiobarbiturico (TBARS)

Actividad de eliminacion de radicales DPPH

Prueba de poder reductor

[9]




Disolvente utilizado en la

b, Compuesto Pruebas realizadas Referencia
extraccion

Agua caliente, acido Actividad de eliminacion de radicales DPPH

clorhidrico (1.0 M), Cloruro de | Fucoidan [11]

calcio (2%) Actividad de eliminacion de radicales hidroxilo
Determinacion de compuestos fenodlicos totales
Actividad de eliminacion de radicales DPPH

Acetato de etilo, metanol, Acido sargahidroquinoico Actividad de eliminacién de radicales ABT’s

etanol, hexano, cloroformo, (SHQA), acido sargaquinoico | Actividad de eliminacion de radicales [10]

acetona, agua (SQA) y sargacromanol (SCM) | superédxido
Actividad de eliminacion de radicales hidroxilo
Cuantificacion de componentes mediante
HPLC
Actividad de eliminacién de radicales DPPH
Actividad de eliminacién de radicales ABT’s

Etanol 95% Fucoidan [12]
Actividad quelante de iones ferrosos
Prueba de poder reductor

Metanol, diclorometano-

metanol (2:1). : Acido SaT8aquInonco, Analisis mediante voltamperometria ciclica [13]

Hexano, acetato de etilo, fucoxantina

hexano-acetato de etilo

Ext 16 1stid . . .

xtracclon aststida por Compuestos fenolicos totales Contenido total fendlico [14]

enzimas




DESARROLLO

PRUEBAS REALIZADAS

Espectro infrarrojo

Actividad de eliminacién de aniones superoxido

Bioensayos

Determinacién de florotaninos totales

Determinacion de capacidad antioxidante

Espectrofotometria en UV-Vis

Analisis de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS)
Analisis FT-IR

Prueba de poder reductor

T
T
T
E—— ]
E—— ]
E—— ]
Bl
Bl
|
Cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) D ]
Cromatografia en capa fina I ]

Actividad de captacidn de radicales libres DPPH B

D

Determinacién de compuestos fenolicos totales
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DESARROLLO

Fundamentos de las pruebas realizadas

= Ensayo de decoloracion del radical 1-1-difenil-2- picril-hidrazilo
(DPPH)

» La deslocalizacion del electron intensifica el color violeta intenso tipico del
radical, el cual absorbe en metanol a 517 nm Bohorquez Fajardo, R., 2016)

p - |
_ | A
CIEHQH N + AH — = .:HQH_H N A
NO, \O NO. O

1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (radical libre) 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (no radical)



DESARROLLO

Fundamentos de las pruebas realizadas

» Determinacion de compuestos fenoles totales por método de Folin-
Ciocalteu

= K] reactivo de Folin-Ciocalteu reacciona con sustancias oxidables en un
medio alcalino, desarrollando coloracion azul mugez-Gastélum, J. A. erar., 2017)
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DESARROLLO

Determinacion de compuestos fendlicos totales por método de Folin-Ciocalteu

Cloroformo

Hexano

Agua
Etanol 70%
Etanol 50%

Etanol 30%

Etanol 20%

Etanol

Metanol 70%
Metanol 30%

Metanol
Acetona 70%
Acetona 30%

Acetona

Acetato de etilo

0 20 40 60 80 100 120
Acetato de Acetona Acetona Metanol Metanol ) o o o
etilo Acetona 30% 70% Metanol 30% 70% Etanol Etanol 20% Etanol 30% Etanol 50%  Etanol 70% Agua Hexano  Cloroformo
H Ref. 10 105 91,9 100,9 100,2 23 53,7 53,2
M Ref. 15 18,77 10,84 60,73 74,05 18,68 50,98 59,13 14,87 46,92 51,65 33,74

GAE (mg / g acido galico equivalente)



DESARROLLO

Fundamentos de pruebas para determinar compuestos antioxidantes

» Ensayo de decoloracion con el radical cationico Acido 2,2'- Azino-
bis-3-Etilbenzotiazolin-6-Sulfonico (ABTS™)

= E1 ABTS* es oxidado hasta formar el cation radical ABTS™, el cual
presenta un intenso color verde-azul

» Capacidad Antioxidante Equivalente al Trolox (TEAC)
» Evalua antioxidantes hidrofilicos y lipofilicos de extractos de plantas
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DESARROLLO

Fundamentos de pruebas para determinar compuestos antioxidantes

» Actividad reductora del hierro férrico/poder antioxidante (Ensayo
FRAP)

= Reduccion de un complejo formado por un cromogeno, normalmente de
TPTZ (2, 4, 6- tripiridil-s-triazina) y hierro férrico incoloro (Fe’*) a un
complejo ferroso (Fe?*) de un intenso color azul verdoso en un medio
acido

= Debido al potencial redox del complejo Fe3*-TPTZ (0.7 V), el ensayo es
capaz de detectar compuestos con un menor potencial redox



PERSPECTIVAS

= Elaborar un protocolo experimental para el tratamiento de muestra de
sargazo que permita obtener la mayor cantidad de compuestos
antioxidantes.

= Realizar un protocolo para identificar la presencia de los compuestos
antioxidantes en el extracto obtenido.

= Realizar pruebas en el laboratorio para optimizar los protocolos
experimentales.

= Evaluar el extracto para una posible aplicacion como producto
antioxidante.
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